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(57) Abstract: The invention relates to a method for the step- wise oxidation of aromatic compounds to the corresponding alde- 
hyde and/or carboxylic acid derivatives using genetically engineered microorganisms that express xylol monooxygenase or alkane 
monooxygenase. 

(57) Zusammenfassung: Die Erflndung betrifTt ein Verfahren zur stufenweisen Oxidation von Aromaten zu den entsprechenden 
Aldehyd- und/oder Carbonsaure-Derivaten unter Verwendung von Xylolmonooxygenase oder Alkanmono-Oxygenase exprimieren- 
den, gentechnisch rekombinierten Mikroorganismen. 
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Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung aromatischer Aldehyde 
und/oder Carbonsauren 

5 Die Erfindung betrifft ein oxidatives mikrobiologisches Verfahren 
zur Herstellung aromatischer Aldehyd- und/oder Carbonsaure-Deri- 
vate unter Verwendung von Xylolmonooxygenase oder Alkanmonooxyge- 
nase exprimierenden rekombinanten Mikroorganismen. 

10 Xylolmonooxygenase (XMO), wie sie z.B. von dem TOL-Plasmid pWWO 
von Pseudomonas putida mt-2 kodiert wird, ist ein Enzymsystem, 
dem beim Abbau von Toluol und Xylolen eine Schlusselrolle zu- 
kommt. XMO gehort zur Familie der Alkylgruppen-Hydroxylasen und 
hydroxyliert selektiv eine Methylgruppe am aromatischen Ring. 

15 Dies ist der erste Schritt eines Stof fwechselweges (vgl. Figur 1 
(A)) der zur Bildung von Carbonsaure-Derivaten fiihrt, die dann 
iiber den sogenannten meta-Abbauweg in Substrate fur den Krebs-Zy- 
klus umgewandelt we r den, 

20 XMO besteht aus zwei Polypeptid-Untereinheiten XylM und XylA, die 
von den Genen xylM und xylA kodiert werden (xylMA GENBANK- Acces - 
sion-Nr. M37480) XylA ist eine NADH-Akzeptor-Reduktase, d.h. ein 
Elektronen-Transportprotein, das Reduktionsaquivalente von NADH 
auf XylM, eine in der Membran lokalisierte Hydroxylase iibertragt. 

25 

m lr "ktiv.it a.t. von XylM ist von der Gegenwart von Phospholipiden 
und Eisen(II ) -Ionen auiiiingig und hat ein pH-Optimum von 7. Die 
Aminos auresequenz von XylM ist zu 25% mit der Aminosauresequenz 
der Hydroxylasekomponente AlkB der Alkan-Hydroxylase von P. oieo- 
30 vorans GPol homolog. 

Die Alkanhydroxylase ist das erste Enzym eines Abbauweges fur Al- 
kane mit mittlerer Kettenlange, an dem ein Satz von Enzymen be- 
teiligt ist f der von zwei alk-Genclustern auf dem katabolischen 
35 OCT-Plasmid kodiert wird. 

Das zweite Enzym in dem in Figur 1 (A) dargestellten Stoffwech- 
selweg ist die Benzylalkoholdehydrogenase ( BADH ) , ein homodimeres 
Mitglied einer zinkhaltigen Dehydrogenase-Familie f deren Sub- 
40 strate langkettige Alkohole sind. Dieses Enzym wird vom xylB-Gen 
kodiert. Das dritte Enzym in dem in Figur 1 (A) dargestellten 
Stof fwechselweg ist die Benzaldehyddehydrogenase ( BZDH ) , bei der 
es sich ebenfalls urn ein Homodimer handelt, das vom xylC-Gen ko- 
diert wird. 
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Weitere Einzelheiten zu den Funktionen und Eigenschaf ten der oben 
erwahnten Gene und Enzyme, finden sich in den Literatursteilen 
(1) bis (18) . 

5 Es konnte gezeigt werden, dass Escherichia coli, die gentechnisch 
so rekombiniert wurden, dass sie XMO exprimieren, nicht nur To- 
luol und Xylole, sondern auch m- und p-Ethyl-, Methoxy-, Nitro- 
und Chlor-substituierte Toluole sowie m-Brom-substituiertes To- 
luol zu den entsprechenden Benzylalkohol-Derivaten oxidieren kon- 

10 nen (19, 20). Styrol wird zu Styroloxid (ee 95%) oxidiert. Dar- 
iiber hinaus wurde vermutet, dass XMO auch den zweiten Schritt in 
dem in Figur 1 (A) dargestellten Stof fwechselweg katalysiert, 
namlich die Oxidation von Benzylalkoholen zu den entsprechenden 
Aldehyden in vivo (d.h. bei Versuchen mit ganzen, lebenden Zel- 

15 len) (2, 21). Auch die Umwandlung von Benzaldehyd in Benzoat nach 
dem dritten Schritt des in Figur 1 (A) dargestellten Stoffwech- 
selweges konnte bereits beobachtet werden, wurde aber unspezifi- 
schen Dehydrogenasen in E. coli zugeschrieben (2). Weitere in vi- 
tro durchgefiihrte Untersuchungen mit teilweise gereinigter XylMA 

20 (in dieser Beschreibung auch synonym fur XMO verwendet, d.h. fur 
das aus zwei Polypeptid-Untereinheiten, namlich XylM und XylA, 
bestehende funktionelle Enzym) haben dagegen gezeigt, dass diese 
keine Aktivitat in Bezug auf Benzylalkohol hat (9). Die Griinde 
fur diese Diskrepanz sind nach wie vor unklar. 

25 

Aufgrund der ausgepragten Homologie zwischen Xylolmonooxygenase 
und Alkanmonooxygenase (AMO, auch als Alkanhydroxylase bezeich- 
net; GENBANK Accession-Nr. : AJ245436) hatte der Fachmann fur 
beide Systeme ahnliche Einschrankungen hinsichtlich Art und Um- 
30 fang der katalysierten Reaktionen erwartet. 

Die bisher aus dem Stand der Technik bekannten biokatalytischen 
Verfahren zur Herstellung aromatischer Aldehyde bzw. Carbonsauren 
waren insofern noch nicht zuf riedenstellend, als zu deren Durch- 
35 fuhrung verschiedene Enzyme notwendig erschienen. Auch eine che- 
mische Synthese erweist sich aufgrund der erf orderlichen Regio- 
und Chemoselektivitat als schwierig. 

Es war deshalb Aufgabe der Erfindung, ein vereinf achtes Verfahren 
40 zur Herstellung aromatischer Aldehyde und/oder Carbonsauren be- 
reitzustellen. 

Erf indungsgema/3 konnte iiberraschenderweise ein vereinf achtes mi- 
krobiologisches Herstellungsverf ahren bereitgestellt werden. Die 
45 Erfindung beruht insbesondere auf der uberraschenden Erkenntnis, 
dass XMO bzw. AMO in der Lage sind, jeden einzelnen Schritt des 
in Figur 1 (A) bzw. 1 (B) dargestellten Reaktionsweges zu kataly- 
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sieren, d.h. die Oxidation von alkylsubstituierten Aromaten zum 
Carbonsaure-Derivat iiber das entsprechende Alkohol-Derivat und 
das entsprechende Aldehyd-Derivat als Zwischenstuf en. Uberra- 
schenderweise wurde erf indungsgemafl auch f estgestellt , dass im 
5 Vergleich zu fruheren Untersuchungen mit XMO exprimierenden, re- 
kombinanten E. coli (20, 21), unter Verwendung eines speziellen 
Expressionssystems fiir die XMO-Gene, d.h. xylM und xylA, eine 10- 
bis 20-fach hohere Aktivitat erzielbar ist. 

10 Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft somit ein Verfahren 
zur Herstellung aromatischer Aldehyde und/oder Carbonsauren der 
allgemeinen Formel I 

Ar-(CH 2 ) n -Rl (I) 

15 

worin 

Ar fur einen gegebenenf alls ein- oder mehrfach substituier- 
ten einkernigen aroniatischen Ring steht; 
20 R 1 fur eine Sauerstof f-haltige Gruppe -CHO oder -COOH steht; 

und 

n fiir eine ganzzahligen Wert von 0 bis 15 , wie z.B.O bis 
12, 1 bis 6 oder 6 bis 12 steht, 

25 das dadurch gekennzeichnet ist, dafl man 

a) in einem Kulturmedium, welches ein aromatisches Substrat 
der Formel II 

30 Ar-R 2 (II) 

worin 

Ar die oben angegebenen Bedeutungen besitzt, und 
35 R 2 fiir -CH=CH 2 oder -(CH 2 ) n +iR 3 steht, worin 

n wie oben angegeben definiert ist und 
R 3 fur H oder OH steht; 

oder, wenn R 1 fiir -COOH steht, R 2 auch fiir 
-(CH2) n R 4 stehen kann, worin n wie oben angegeben de- 
40 finiert ist und R 4 fiir -CHO steht; 

enthalt, einen Mikroorganismus, insbesondere aerob, kul- 
tiviert, der ein Enzym ausgewahlt unter Xylolmonoxygenase 
(XMO) und Alkanmonooxygenase (AMO) exprimiert; und 

45 
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b) die Verbindung(en) der Formel I aus dem Kulturmedium iso- 
liert . 

Die erfindungsgemafie Reaktion kann also mit dem gleichen Enzym, 
ein- Oder mehrstufig durchgefuhrt werden. Als Substrat kann der 
alkylierte Aromat, der korresponierende Alkohol Oder der korres- 
pondierende Aldehyd eingesetzt werden. Der Oxidationsgrad des 
emgesetzten Substrats kann, wie unten beschrieben, in einfacher 
Weise gesteuert werden. 



Ohne sich auf eine bestimmte Theorie festlegen zu wollen, deuten 
^O-Einbauexperimente in Verbindung mit durch Massenspektrometrie 
erhaltenen Fragmentierungsmustern darauf hin, dafl der wahrschein- 
lichste Mechanismus der durch XMO katalysierten Alkoholoxidation 
15 uber die Bildung eines geminalen Diols als Zwischenprodukt lauft, 
das dann vermutlich nicht-stereospezif isch unter Erhalt des Alde- 
hyds dehydriert wird (vgl. Fig. 6). 

Das aromatische Ringsystem Ar in der erf indungsgemafl hergestell- 
ten bzw. als Substrat eingesetzten Verbindungen der Formeln I und 
II kann einfach oder mehrfach substituiert sein. Die Position 
des/der Ringsubstituenten ist beliebig wahlbar. Bevorzugt ist je- 
doch die meta- und/oder para-Stellung zur zu oxidierenden Seiten- 
kette . 



20 



25 



Konkrete nichtlimitierende Beispiele fur nach dem erf indungsgema- 
Ben Verfahren durch XMO oxidierbare Substrate der Formel II sind 
Toluol, Xylole, Styrol, m - und/oder p- Methyl, Ethyl-, Methoxy-, 
Nitro- und Chlor-substituierte Toluole, sowie m-Brom-substituier- 

30 tes Toluol und Pseudocumol (d.h. Trimethylbenzole) ; sowie die 
korrespondierenden Alkohole bzw. Aldehyde dieser Verbindungen. 
Konkrete nichtlimitierende Beispiele fur nach dem erf indungsgema- 
J3en Verfahren durch AMO oxidierbare Substrate der Formel II sind 
Toluol, Ethylbenzol, n- und i-Propylbenzol, n-Butylbenzol, sowie 

35 die m- und/oder p- Methyl, Ethyl-, Methoxy-, Nitro- und Chlor- 
substituierten Analoga dieser Verbindungen; und die korrespondie- 
renden Alkohole und Aldehyde dieser Verbindungen. 

Die erfindungsgemafien Verfahren werden bevorzugt unter Einsatz 
40 folgender Enzyme durchgefuhrt: 

XMO, kodiert von den Genen xylA und xylB gema/3 xylMA GENBANK-Ac- 
cession Nr. M37480 und korrespondierende Isoenzyme. XMO stammt 
bevorzugt aus Bakterien der Gattung Pseudomonas, insbesondere der 
45 Spezies Pseudomonas putida, bevorzugt Stamm mt-2 (ATCC 33015). 
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AMO f kodiert von den Genen alkB, alkG und alkT gemafl GENBANK-Ac- 
cession Nr. AJ245436 und korrespondierende Isoenzyme (z.B. Isoen- 
zyme zu alkB ) . AMO stammt bevorzugt aus Bakterien der Gattung 
Pseudomonas, insbesondere der Spezies Pseudomonas oleovorans f be- 
5 vorzugt Stamm GPol (ATCC 29347). 

Erf indungsgemafl mit umfasst ist ebenfalls die Verwendung "funk- 
tionaler Aquivalente" der konkret offenbarten XMO's und AMO's. 

10 "Funktionale Aquivalente" oder Analoga der konkret offenbarten 
Monooxygenasen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung davon 
verschiedene Enzyme, welche weiterhin die gewiinschte Reaktion 
zeigen und zur Herstellung von Aldehyden und/oder Carbonsauren 
obiger allgemeiner Formel I brauchbar sind. 

15 

Unter "funktionalen Aquivalenten" versteht man erf indungsgemafl 
insbesondere Enzymmutanten, welche in wenigstens Sequenzposition 
eine andere als die urspriingliche Aminosaure aufweisen aber 
trotzdem eine der oben genannten Oxidationsreaktionen katalysie- 

20 ren. "Funktionale Aquivalente" umfassen somit die durch eine oder 
mehrere Aminosaure-Additionen, -Substituenten, -Deletionen und/ 
oder -Inversionen erhalt lichen Mutanten, wobei die genannten Ver- 
anderungen in jeglicher Sequenzposition auftreten konnen, solange 
sie zu einer Mutante mit dem erf indungsgemaflen katalytischen Ak- 

25 tivitat fuhren. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann 
gegeben, wenn die Reaktivitatsmuster zwischen Mutante und unver- 
andertem Enzym qualitativ ubereinstimmen, d.h. beispielsweise 
gleiche Substrate mit unterschiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt 
werden. 

30 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natiirlich auch Monooxygenasen, 
welche aus anderen Organismen, z.B. aus anderen als den hierin 
konkret genannten Bakterien, zuganglich sind, sowie natiirlich 
vorkommende Varianten oder Isoezyme. Beispielsweise lassen sich 
35 durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festle- 
gen und in Anlehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung 
aquivalente Enzyme ermitteln. 

Erf indungsgemaB mit umfaflt ist auch die Verwendung von anderen 
40 als den konkret genannten Nukleinsauresequenzen (einzel- und dop- 
pelstrangige DNA- und RNA-Sequenzen) welche fiir eine der obigen 
Monooxygenasen und deren funktionalen Aquivalenten kodieren. Wei- 
tere erf indungsgemaB brauchbare Nukleinsauresequenzen unterschei- 
den sich somit von den konkret eingesetzten Sequenzen durch Addi- 
45 tion, Substitution, Insertion oder Deletion einzelner oder mehre- 
rer Nukleotide, kodieren aber weiterhin fur eine Monooxygenase 
mit der gewiinschten Eigenschaf tsprof il . 
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Erf indungsgemaB umfasst ist auch der Einsatz solcher Nukleinsau- 
resequenzen, die sogenannte stumme Mutationen umfassen oder ent- 
sprechend der Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder 
5 Wirtsorganismus, im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz 
verandert sind, ebenso wie naturlich vorkommende Varianten, wie 
z.B. Spleiflvarianten, davon. Gegenstand sind ebenso durch konser- 
vative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betreffende Aminosaure 
wird durch eine Aminosaure gleicher Ladung, Grofle, Polaritat und/ 
10 oder Loslichkeit ersetzt) erhaltliche Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Expressionskonstrukte, 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nuklein- 
sauresequenzen eine fiir ein erf indungsgemafl brauchbares Monooxy- 

15 genase-Enzym kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, um- 
fassend wenigstens eines dieser Expressionskonstrukte. Vorzugs- 
weise umfassen solche erf indungsgemaflen Konstrukte 5 ' -strom-auf- 
warts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promoter und 
3 ' -stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie gegebenenf alls wei- 

20 tere ubliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ ver- 
kniipft mit der kodierenden Sequenz. Unter einer "operativen Ver- 
kniipfung" versteht man die sequentielle Anordnung von Promotor, 
kodierender Sequenz , Terminator und gegebenenf alls weiterer regu- 
lativer Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente 

25 seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestim- 
mungsgemafl erfUllen kann. Beispiele fiir operativ verknupfbare Se- 
quenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Translationsverstarker, 
Enhancer, Polyadenylierungssignale und dergleichen. Weitere regu- 
lative Elemente umfassen selektierbare Marker, Amplif ikationssi- 

30 gnale, Replikationsurspriinge und dergleichen. 

Zusatzlich zu den artif iziellen Regulationssequenzen kann die na- 
tiirliche Regulationssequenz vor dem eigentlichen Strukturgen noch 
vorhanden sein, Durch genetische Veranderung kann diese natiirli- 

35 che Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann 
aber auch einfacher aufgebaut sein, das heifit es werden keine zu- 
satzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und 
der natiirliche Promotor mit seiner Regulation wird nicht ent- 

40 fernt. Statt dessen wird die natiirliche Regulationssequenz so mu- 
tiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen kbnnen 
in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

45 Beispiele fiir brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, 
trp-tet-, Ipp-, lac-, lpp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, 
trc-, ara-, SP6-, 1-PR- oder im 1-PL-Promotor , die vorteilhaf ter- 
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weise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die 
gram-positiven Promotoren amy und SP02, die Hef epromotoren ADC1, 
MFa , AC, P-60, CYC1, GAPDH Oder die Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, 
SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33 f not oder der Ubiquitin- oder 
5 Phaseolin-Promotor . Besonders bevorzugt ist die Verwendung indu- 
zierbarer Promotoren, wie z.B. licht- oder temperaturinduztier- 
bare Promotoren, wie der P r Pi-Promotor 

Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
10 tionssequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
pression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression er- 
15 mdglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus be- 
deuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberex- 
primiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder iiberexpri- 
miert wird. 

20 Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 

25 hancer" verwendet werden, Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

Die Herstellung einer erf indungsgemaflen Expressionskassette er- 
30 folgt durch Fusion eines geeigneten Promoters mit einer geeigne- 
ten Monooxygenase-Nukleotidsequenz sowie einem Terminator- oder 
Polyadenylierungssignal . Dazu verwendet man gangige Rekombina- 
tions- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Ma- 
niatis et al (24) sowie in T.J. Silhavy et al. (32) und in Aus- 
35 ubel, F.M. et al. (33) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaf terweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
40 Expression der Gene im Wirt ermdglicht. Vektoren sind dem Fach- 
mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H. et al. (34)) entnommen werden. 

Unter Vektoren sind aufler Plasmiden auch alle anderen dem Fach- 
45 mann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie 
SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. 
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Diese Vektoren kdnnen autonom im Wirtsorganismus repliziert Oder 
chromosomal repliziert werden. 

Mit Hilfe solcher erf indungsgemaBer Vektoren sind rekombinante 
5 Mikroorganismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens 
einem erf indungsgemaflen Vektor transf ormiert sind und im erfin- 
dungsgemaflen Verfahren eingesetzt werden kdnnen. Vorteilhaf ter- 
weise werden die oben beschriebenen erf indungsgemaBen rekombinan- 
ten Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und ex- 

10 primiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelau- 
fige Klonierungs- und Trans fektionsmethoden, wie beispielsweise 
Co-Prazipitation, Protoplastenf usion, Elektroporation, retrovi- 
rale Trans fektion und dergleichen, verwendet, urn die genannten 
Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu 

15 bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Pro- 
tocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al. (35) beschrieben. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaQen Nukleinsauren, ihrer 

20 Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate er- 
moglichen und zur Durchfuhrung der erf indungsgemaBen mikrobiolo- 
gischen Oxidationsreaktion einsetzbar sind. Unter Wirtsorganismen 
sind beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, pflanzliche oder 
tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Organismen sind Bakte- 

25 rien. 

Bevorzugt wird jedoch ein solcher XMO exprimierender Mikroorga- 
nismus verwendet, der im wesentlichen keine Benzylalkoholdehydro- 
genase ( BADH ) und/oder keine Benzaldehyddehydrogenase (BZDH)-Ak- 
30 tivitat besitzt- 

Weiterhin ist bevorzugt, solche AMO exprimierenden Mikroorganis- 
men zu verwenden, die im wesentlichen keine Alkanoldehydrogenase 
(AODH) und/oder Alkanaldehydrogenase (AADH)-Aktivitat besitzen, 

35 welche von den Genen alkJ bzw. alkH kodiert werden. Beispiels- 
weise kann als Mikroorganismus ein Bakterium der Gattung Escheri- 
chia, wie z. B. E. coli, beispielsweise der Stamm W3110 und einer 
der K12-Stamme, wie JM101 und DH5a, oder einer der Pseudomonas 
putida-Stamme, wie der Stamm KT 2440 verwendet werden Die Charak- 

40 teristika einiger bevorzugter E. coli Stamme sind in Tabelle I 
angegeben. 

Die Transformation von Mikroorganismen mit einem Vektor erfolgt 
erf indungsgema/3 nach etablierten Standardtechniken (24) und be- 
45 darf daher keiner detaillierteren Erorterung. 
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Die Selektion erfolgreich trans formierter Organismen kann durch 
Markergene erfolgen, die ebenfalls im Vektor oder in der Expres- 
sionskassette enthalten sind. Beispiele fur solche Markergene 
sind Gene fiir Antibiotikaresistenz und fiir Enzyme , die eine farb- 
5 gebende Reaktion katalysieren, die ein Anfarben der trans formier- 
ten Zelle bewirkt. Diese konnen dann mittels automatischer Zell- 
sortierung selektiert werden. Erfolgreich mit einem Vektor trans- 
formierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes Antibiotikare- 
sistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich durch 
10 entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrboden se- 
lektieren. Markerproteine, die an der Zelloberf lache prasentiert 
werden, konnen zur Selektion mittels Af f initatschromatographie 
genutzt werden. 

15 Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren Oder Phagen, wie bei- 
spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase/Promoter-System, die 
Phagen X oder \i oder andere temperente Phagen oder Transposons 
und/oder weiteren vorteilhaf ten regulatorischen Sequenzen bildet 

20 ein Expressionssystenw 

GemaB einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form verwendet man 
einen rekombinanten Mikroorganismus , welcher mit einem Expres- 
sionsvektor transf ormiert ist, der, z.B. unter der genetischen 
25 Kontrolle des alk-Regulationssystems aus Pseudomonas oleovorans 
GPol, die fiir XMO kodierenden Gene xylM und xylA, oder die fiir 
AMO kodierende Gene alkB, alkG und alkT in operativer Verknupfung 
enthalt . 

30 Insbesondere bevorzugt ist der Mikroorganismus mit dem xylMA ko- 
dierenden Expressionsplasmid pSPZ3 transf ormiert . 

Das alk-Regulationssystem aus Pseudomonas oleovorans GPol ist an 
sich bekannt- Die Expression des ersten der zwei oben erwahnen 

35 alk-Gencluster steht unter der Kontrolle von alkBp, dem alk-Pro- 
motor, und beginnt in Gegenwart des f unktionellen Regulationspro- 
teins alkS, das von dem zweiten alk-Gencluster kodiert wird, und 
in Gegenwart eines Induktors, wie z. B. einem Alkan, beispiels- 
weise n-Octan, oder einer mit diesen wenig verwandten Verbindun- 

40 gen, wie z. B. Dicyclopropylketon (DCPK) (8, 22, 23). Die Verwen- 
dung des alk-Regulationssystems in E . coli hat den Vorteil, dass 
keine Katabolitrepression eintritt. 

In dem erf indungsgemaBen Verfahren werden bevorzugt n-Octan und 
45 DCPK als Induktoren verwendet, und zwar besonders bevorzugt in 
einer Menge von 0,001 bis 0,5% (V/V) im Falle von n-Octan und in 
einer Menge von 0,005 bis 0,05% (V/V) im Falle von DCPK. Es kon- 
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nen naturlich auch Gemische aus n-Octan und DCPK verwendet wer- 

den. Wenn in diesen Konzentrationsbereichen gearbeitet wird, ist 
die Induktion maximal, 

5 Die Erfindung betrifft auflerdem ein mikrobiologisches Verfahren 
zur Oxidation organischer Verbindungen obigen Typs mit Hilfe der 
eben beschriebenen rekombinanten Mikroorganismen. Der erfindungs- 
gemafl eingesetzte rekombinante Mikroorganismus kann nach bekann- 
ten Verfahren kultiviert und fermentiert werden. Bakterien konnen 
10 beispielsweise in TB- oder LB-Medium und bei einer Temperatur von 
20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden, Im Ein- 
zelnen werden geeignete Kultivierungsbedingungen beispielsweise 
in T. Maniatis et al., a.a.O, beschrieben. 

15 Bei der erf indungsgemaflen mikrobiologischen Oxidation unter Ver- 
wendung oben beschriebener rekombinanter Mikroorganismen erfolgt 
vorzugsweise zunachst die Kultivierung der Mikroorganismen in Ge- 
genwart von Sauerstoff und in einem Komplexmedium, wie z.B. TB- 
oder LB- Medium, bei einer Kultivierungstemperatur von etwa 20 

20 bis 40oC oder mehr, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9, bis eine 
ausreichende Zelldichte erreicht ist. Urn die Oxidationsreaktion 
besser steuern zu konnen, bevorzugt man die Verwendung eines in- 
duzierbaren Promotors. Die Kultivierung wird nach Induktion der 
Monooxygenaseproduktion in Gegenwart von Sauerstoff, z.B. 1 

25 Stunde bis 3 Tage, fortgesetzt. Das gebildete Oxidationsprodukt 
oder -produktgemisch kann dann in herkommlicher Weise, wie z.B. 
durch Extraktion oder Chromatographic, vom Medium abgetrennt und 
gereinigt werden. 

30 Die erf indungsgemaJ3en Umsetzungen konnen vorteilhaft auch in Bio- 
reaktoren durchgefiihrt werden, welche den erf indungsgemaBen re- 
kombinanten Mikroorganismus, z.B. in immobilisierter Form, ent- 
halten . 

35 Der Oxidationsgrad der erf indungsgemafl eingesetzten Substrate 
kann auf einfache Weise gesteuert werden. Beispielsweise werden 
in regelmafiigen Abstanden Proben aus dem Kulturmedium entnommen 
und gaschromatographisch oder unter Anwendung der Gaschromatogra- 
phie-Massenspektrometer-Kopplung (GC-MS) oder der Hochleistungs- 

40 fliissigkeitschromatographie auf den Gehalt an den entsprechenden 
Alkohol-, Aldehyd- und/oder Carbonsaure-Derivaten untersucht. Je 
nachdem, welches oxidierte Derivat erwiinscht ist, oder wenn sich 
ein gewiinschtes Mischungsverhaltnis eingestellt hat, wird die In- 
kubation unterbrochen. Dies kann beispielsweise durch Entfernen 

45 oder Abtoten der Mikroorganismen aus dem Kulturmedium erfolgen, 
beispielsweise durch Abzentrif ugieren und Dekantieren und/oder 
durch Behandlung mit Saure, beispielsweise Trichloressigsaure, 
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oder durch Behandlung mit Hitze. Auch durch Zudosieren von unoxi- 
diertem Substrat (wie z.B. Toluol oder Pseudocumol) kann die Sau- 
rebildung inhibiert werden. 

5 Der oxidierte Aromat kann dann mit Hilfe ublicher Trennverf ahren 
aus dem Kulturmedium isoliert werden , beispielsweise durch einfa- 
che Destination, f raktionierte Destination, Rektif ikation, ge- 
gebenenfalls im vakuum, oder durch Anwendung geeigneter chromato- 
graphischer Verf ahren, bevorzugt durch Destination. Zweckmafli- 
10 gerweise werden die Mikroorganismus-Zellen vor der Aufreinigung 
dieser Produkte aus dem Kulturmedium entfernt. 

Die Konstruktion des erf indungsgemafi bevorzugten Expressionsvek- 
tors pSPZ3, ist beschrieben in (31) Panke, et al., Applied and 
15 Environmental Microbiology (1999) 2324-2332, worauf hiermit aus- 
driicklich Bezug genommen wird. 

Im Rahmen der erf indungsgemaiten Untersuchungen wurde zur Trans- 
formation der Mikroorganismen auch ein Vektor verwendet, der ne- 

20 ben den XMO-Genen xylM und xylA zusatzlich auch noch das Benzy- 
lalkoholdehydrogenase(BADH)-Gen xylB aus Pseudomonas putida mt-2 
in exprimierbarer Form enthalt. Um das Benzylalkohol-Dehydroge- 
nase-Gen xylB direkt stromabwarts zum xylA-Gen in das oben be- 
schriebene Plasmid pSPZ3 einzufuhren, wurde das 2,3 kb lange 

25 Xhol/Fspl-Fragment des Plasmids pCK04 (25), welches das xylB-Gen 
entheilt, zuerst in den mit Xhol und Smal verdauten Vektor 
pGEM-7Zf(+) (Promega, Zurich, Schweiz) unter Erhalt von pGEMAB 
eingefiihrt. Aus diesem Konstrukt wurde das 2,3 kb lange Fragment 
mit Xhol und BamHI ausgeschnitten und in das mit Xhol und BamHI 

30 verdaute Plasmid pSPZ3 ligiert. Das sich ergebende Plasmid wurde 
pRMAB genannt (Figur 2). 

Die Versuche mit pRMAB haben aber gezeigt, dass in Gegenwart von 
BADH neben XMO Benzylalkohol nicht nur mit geringerer Aktivitat 
35 zu Benzaldehyd oxidiert wird, sondern sogar Benzylalkohol ruckge- 
bildet wird. 

Als negative Kontrolle wurde im Rahmen der erf indungsgemaflen Un- 
tersuchungen das Plasmid pRS, das keine xyl-Gene enthielt, kon- 
40 struiert. pRMAB wurde mit BamHI und Smal verdaut und mit Klenow- 
Enzym behandelt. Nach der Isolation des grofleren Fragments wurde 
der Vektor religiert. 

Im folgenden wird das erf indungsgemafle Verfahren unter Bezugnahme 
45 auf konkrete, nicht limitierende Beispiele und die Figuren erlau- 
tert . 
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Figur 1 zeigt (A) die stufenweise Oxidation von Toluol zu Benzy- 
lalkohol, Benzaldehyd und Benzoesaure durch die Enzyme des oberen 
TOL-Stof fwechselweges und die Organisation der xyl-Gene des obe- 
ren TOL-Operons. BADH und BZDH stehen fur Benzylalkohol-Dehydro- 
5 genase bzw. Benzaldehyd-Dehydrogenase. P u bezeichnet den oberen 
TOL-Operon-Promoter , xylw ein Gen mit unbekannter Funktion, xylC 
das BZDH-kodierende Gen, xylM das die terminale Hydroxylase-Kom- 
ponente von XMO kodierende Gen, xylA das die NADH: Akzeptor-Reduk- 
tase-Komponente von XMO kodierende Gen, xylB das BADH kodierende 
10 Gen und xylN ein Gen mit unbekannter Funktion; (B) die stufen- 
weise Oxidation eines Aryl-substituierten Alkans uber das korres- 
pondierende Alkanol und Alkanal zur Alkancarbonsaure, katalysiert 
durch die Enzyme Alkanhydroxylase (AMO), Alkanoldehydrogenase 
(AODH) und Alkanaldehydrogenase (AADH) . 

15 

Figur 2 zeigt Konstruktionsschemata der Expressionsplasmide pSPZ3 
und pRMAB mit den Genen xylMA und xylMAB unter der Kontrolle des 
alk-Regulat ions systems . alkBp bedeutet den Promoter des alk-Ope- 
rons, alkS ist das Gen fur den positiven Regulator AlkS. Die Gene 
20 xylM* und xylA kodieren die Xylol-Monooxygenase (das * bedeutet, 
daii im xylM-Gen eine Ndel-Stelle entfernt worden ist). Das xylB- 
Gen kodiert BADH. Km bezeichnet das Gen fur die Kanamycin-Resi- 
stenz und T4t ist der Transkriptionsterminator des Phagen T4 . 

25 Figur 3 zeigt die Oxidation von Toluol durch E. coli JM101 

(pSPZ3) (A) und E. coli JM101 (pRMAB ) (B) . Toluol (1.37 mM) wurde 
zu einer Suspension von ruhenden E. coli JMIOI (pSPZ3/pBRMAB) 
Zellen (2.07-2.14 g*!" 1 CDW) in Kaliumphosphatpuf f er (50mM) pH 
7.4, 1% (w/v) Glucose gegeben. Kreise: Toluol, Quadrate: 

30 Benzylalkohol, Dreiecke: Benzaldehyd, Rauten: Benzoesaure, 
Kreuze: Summe der vier Konzentrationen. 

Figur 4 zeigt die Oxidation von Pseudocumol, dem entsprechenden 
Alkohol und dem entsprechenden Aldehyd durch E. coli JM101 
35 (pSPZ3) (A,C,E) and E. coli JM101 (pRMAB) (B,D) . Die Substrate 
(0.46 mM) wurden zu einer Suspension von ruhenden E. coli JM101 
(pSPZ3/pBRMAB) Zellen (0.86-0.92 g*!" 1 CDW) in 

Kaliumphosphatpuf fer (50mM) pH 7.4, 1 % (w/v) Glucose gegeben. 
Die Graphen (A) und (B) zeigen die Oxidation von Pseudocumol, die 

40 Graphen (C) und (D) die Oxidation von 3 , 4-Dimethylbenzylalkohol 
und der Graph (E) zeigt die Oxidation von 
3, 4-Dimethylbenzaldehyd. Kreise: Pseudocumol, Quadrate: 
3 , 4-Dimethylbenzylalkohol , Dreiecke : 3 , 4-Dimethylbenzalde-hyd, 
Rauten: 3 , 4-Dimethylbenzoesaure, Kreuze: Summe aller 

45 Konzentrationen. 
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Figur 5 zeigt die Wachstums- und Induktionskinetiken von XMO in 
E . coli JM101 (pSPZ3). Graph (A) zeigt die 

Xylolmonooxygenaseaktivitat und das Zelltrockengewicht (ZTG) zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion durch n-Oktan 
5 wahrend die Graphen (B) und (C) dieselben Werte 3.5 Stunden nach 
Induktion mit unterschiedlichen Mengen an n-Oktan respektive an 
Dicyclopropylketon (DCPK) zeigen. Jede Aktivitatsbestimmung 
stairant aus einer unabhangigen Kultur. Pseudocumol (1.37 mM) wurde 
zu einer Suspension von ruhenden E . coli JM101 (pSPZ3) Zellen 

10 (2.04-2.44 g*!- 1 CDW) in Kaliumphosphatpuf f er (50mM) pH 7.4, 1 % 
(w/v) Glucose gegeben. Die spezifischen Aktivitaten basieren auf 
der Produktbildung wahrend den ersten 5 Minuten der Reaktion. Der 
Pfeil in Graph (A) zeigt an, wann 0.1% (v/v) n-Oktan zugegeben 
wurde, urn die XylMA Synthese zu induzieren. Ausgefullte Kreise: 

15 ZTG von nicht induzierten Kulturen, offene Kreise: ZTG 

induzierter Kulturen, Kreuze: spezifische Aktivitaten induzierter 
Kulturen. 

Figur 6 zeigt eine mdgliche mechanistische Erklarung fur die XMO- 
20 katalytische Bildung von Benzaldehyd aus Benzylalkohol . 

Allgemeine Methoden und verwendete Materialien 

a) Bakterien und Plasmide: 
25 TABELLE I 

Bakterienstamme und Plasmide 



stamm oder 


Eigenschaf ten 


Quelle Oder 


Plasmid 




Liter aturs telle 


St amine 






E. coli 






DH5a 


supE44 AlacU169 (08OlacZAM15 ) hsdR17 recAl 


(30) 




endAl gyrA96 thi-1 relAl 




JM101 


supE thi-1 A(lac-proAB) F'[traD26 pro AB + 


(24) 




lacl<3 lacZAMIS] 




Plasmide 






pSPZ3 


alkS Palk xylMA ori pMBl; Km f 


Erf indung 


pRMAB 


pBRMA; xylB; Km f 


Erf indung 


pRS 


pBRMA; AxylMA 


Erf indung 


pCK04 


lacZa Pu xylWCMABN; pSClOl oriV; Cm f 


(25) 


pGEM7Zf (+) 


ColEI fl ori lacZa; Ap f 


Promega 


pGEMAB 


pGEM7Zf(+); xylA*B; Ap f 


Erf indung 



A* : das Plasmid enthalt lediglich einen Teil des xylA-Gens 



b) Chemikalien und Enzyme 

Samtliche verwendeten Chemikalien und Enzyme sind im Handel 
erhaltlich, beispielsweise von Boehringer Mannheim (Rotkreuz, 
Schweiz), NEB (Schwalbach, Deutschland) , Gibco (Basel, 
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Schweiz), AGS ( Heidelberg , Deutschland) , Promega (ziirich f 
Schweiz), Fluka (Buchs, Schweiz ), Aldrich (Buchs, Schweiz) 
und Lancaster (Miihlheim, Deutschland) . Zur Preparation von 
Plasmid-DNA in kleinem MaBstab wurde der QIAprep-Spin-Mini- 
5 prep-Kit von Quiagen (Basel, Schweiz) nach den Angaben des 

Herstellers angewendet. 

c) Gentechnische Methoden 

10 Zur Konstruktion der verwendeten Vektoren/Plasmide und zur 

Trans fekt ion bzw. Transformation der Bakterien wurden Stan- 
dardverf ahren der Gentechnik angewendet, die beispielsweise 
in dem Buch von Sambrook, Fritsch und Maniatis (24) ausfiihr- 
lich beschrieben sind. Des weiteren wird auf die Abschnitte 

15 Material und Methoden in den im Literaturverzeichnis aufge- 

fuhrten Originalarbeiten verwiesen. Eine weitergehende Eror- 
terung ist daher entbehrlich. 

d) Aufzucht der Bakterien 

20 

Die Bakterien wurden entweder in Luria-Bertani(LB)-Bruhe 
(Difco, Detroit, Mich.) oder in M9-Minimalmedium (24), das 
die dreifache Konzentration an Phosphatsalzen (M9*) und 0,5% 
(G/V) Glucose als einzige Kohlenstof fquelle enthielt, angezo- 

25 gen. Die Kulturen wurden gegebenenf alls mit Kanamycin (End- 

konzentration: 50 mg/Liter), Ampicillin (100 mg/Liter), 
Chloramphenicol (30 mg/Liter), Thiamin (10~ 3 %, G/V), 1 mM In- 
dol und 0,5 mM IPTG ( Isopropyl-B-D-l-thiogalactopyranosid ) 
erganzt. Feste Medien enthielten 1,5% (G/V) Agar. Flussige 

30 Kulturen wurden routinemaGig bei 30 oder 37°C auf Horizontal- 

schiittlern mit 200 UpM angezogen. 

e) Bestimmung der Enzymaktivitat 

35 Die Bestimmung der Enzymaktivitaten erfolgte der Einfachheit 

halber unter Verwendung von ganzen Zellen. 

Eine Einheit (U) ist als die Aktivitat definiert, die 1 \xmol 
Gesamtprodukte in 1 Minute ergibt. Die spezifische Aktivitat 

40 wird hier als Aktivitat pro g Zelltrockengewicht (CDW) (U g- 1 

CDW) ausgedriickt (im folgenden auch einfach als Aktivitat be- 
zeichnet) . Berechnung als Durchschnittsaktivitat , bezogen auf 
die Menge an Produken pro g CDW, die in den ersten 5 min der 
Umsetzung gebildet werden. Die Versuche wurden mindestens 

45 dreimal unabhangig voneinander wiederholt. 
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Der Assay wurde folgendermaBen durchgefiihrt . Mit den entspre- 
chenden Vektoren rekombinierte £ . coli JM101 wurden in 40 
Oder 100 ml Medium in Gegenwart von Kanamycin inkubiert. Wenn 
die optische Dichte bei 450 nm ca. 0,3 betrug, wurden die 
5 Zellen durch Zugabe von 0,05% (V/V) DCPK- oder 0 f l% (V/V) 

n-Octan induziert und 3 bis 3,5 Stunden weiter inkubiert, bis 
die OD 450 typischerweise auf 0,8-0,9 angestiegen war, Dann 
wurden die Zellen geerntet und bis zu einem Zelltrockenge- 
wicht von 2,5 g/1 in 50 mM Kaliumphosphat-Puf f er , pH 7,4, der 

10 1% (G/V) Glucose enthielt, resuspendiert. Aliquots zu 1 oder 

2 ml wurden in mit Stopfen verschlossene Pyrex-Rohrchen gege- 
ben und horizontal auf einem Rotationsschuttler bei 30°C und 
250 UpM inkubiert, Nach 5 Minuten wurde das jeweilige Sub- 
strat auf eine Endkonzentration von 1,5 mM in Form einer 

15 20-fach konzentrierten Stammlosung in Ethanol hinzugegeben. 

Bei den Versuchen, in denen die Bildung von 3 , 4-Dimethylben- 
zoesaure bestimmt wurde, wurde das Zelltrockengewicht auf 1 
g/1 verringert und die jeweiligen Substrate bis zu einer End- 
konzentration von 0,5 mM hinzugegeben, weil diese Verbindung 

20 in Wasser eine geringe Loslichkeit hat. Die Umsetzung wurde 

auf dem Schuttler 5 Minuten durchgef iihrt und dann beendet, 
indem die Proben in Eis gestellt und sofort mit 40 oder 80 \xl 
Perchlorsaure-Stammlosung (10% V/V) versetzt wurden, so dass 
der pH-Wert der Suspension 2 betrug. 



25 



f ) Bestimmung der Produktbildung als Funktion der Zeit 



Zur Untersuchung der Produktbildung als Funktion der Zeit 
wurden die Zellen wie oben beschrieben gezuchtet, induziert, 
30 gesaramelt, resuspendiert und unterschiedlich lange, namlich 

5, 10, 20, 30, 40 und 80 Minuten, mit dem jeweiligen Substrat 
inkubiert. Dann wurden die Umsetzungen wie oben beschrieben 
abgebrochen, die Zellen durch Zentrif ugation (7 800 g, 8 min) 
entfernt und die Uberstande analysiert. 

35 

Zur Auftrennung von Benzylalkohol, Benzylaldehyd und Benzoe- 
saure wurde die Hochleistungsf lussigkeitschromatographie 
(HPLC) angewendet. Als Saule diente Nucleosil C18 (Porengrbfle 
100 A, Teilchengrofle 5 ^im, Lange 25 cm, Innendurchmesser 4 

40 mm) (Macherey-Nagel, Oensingen, Schweiz) und als mobile Phase 

69,9% H 2 O-30% Acetonitril-0,1% H3PO4 bei einer Fliefigeschwin- 
digkeit von 0,7 ml/min. Zur Auftrennung von 3, 4-Dimethylben- 
zylalkohol, 3, 4-Dimethylbenzaldehyd und 3 , 4-Dimethylbenzoe- 
saure wurde die gleiche Saule, aber als mobile Phase 64,9% 

45 H 2 0-35% Acetonitril-0,1% H3PO4 mit der gleichen Flieflgeschwin- 

digkeit verwendet. Zur Detektion wurde die UV-Absorption bei 
210 nm bestimmt. Die auf getrennten Verbindungen wurden durch 
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Vergleich ihrer Retentionszeiten mit denen von im Handel er- 
haltlichen Standards identif iziert . 

Im Falle von Toluol/Pseudocumol und der entsprechenden Alko- 
hole, Aldehyde und Sauren erfolgte die Auftrennung durch 
Gaschromatographie. Der Gaschromatograph (Fisons Instruments , 
England) war mit einer Quarzkapillarsaule des Typs OPTIMA- 5 
(Lange 25 m, Innendurchmesser 0,32 mm, Filmdicke 0,25 fim) von 
Macherey-Nagel (Oensingen, Schweiz) ausgeriistet. Als Trager- 
gas wurde Wasserstoff verwendet, und die Injektion erfolgte 
splitlos. Dabei wurde das folgende Temper atur prof il angewen- 
det: von 40°C auf 70°C mit 15°C/min, von 70°C auf 105°C mit 
5°C/min und von 105°C auf 240°C mit 20°C/min. Die Detektion 
der Verbindungen erfolgte mit einem Flammenionisationsdetek- 
tor. Die auf getrennten Verbindungen wurden durch Vergleich 
ihrer Retentionszeiten mit denen von im Handel erhaltlichen 
Standards identif iziert . Alternativ kann die Detektion auch 
mit einem Massenspektrometer erfolgen (GC-MS-Kopplung) . Letz- 
teres hat den Vorteil, dass neben der spezifischen chromato- 
graphischen Retentions zeit auch noch das Fragmentierungsmu- 
ster und die Intensitatenverteilung der einzelnen Peaks zur 
qualitativen und quantitativen Bestimmung der Reaktionspro- 
dukte herangezogen werden konnen. 

Die GC-MS-Kopplung bestand aus einem Massenspektrometer von 
Fisons Typ MD-800 und einem Gaschromatographen (Fisons In- 
struments, England), der mit einer CP-Sil-5CB-Saule (Chrom- 
pack, Niederlande) ausgeriistet war. Als Tragergas wurde He- 
lium verwendet. Die Injektion erfolgte mit Split (20:1)- Das 
Temperaturprogramm war das gleiche wie bei der oben beschrie- 
benen gaschromatographischen Auftrennung. 

Sowohl bei der Gaschromatographie als auch bei GC-MS-Kopplung 
wurden den Proben ein gleiches Volumen eiskalter Ether, der 
35 als internen Standard 0,1 mM Dodecan enthielt, zugesetzt. An- 

schlieAend wurde Natriumchlorid bis zur Sattigung hinzugege- 
ben und die Wasserphase bei 30°C durch 5-minutiges kraftiges 
Schiitteln extrahiert, worauf die Phasen durch Zentrif ugation 
getrennt wurden. Die organische Phase wurde iiber wasserfreiem 
40 Natriumsulf at getrocknet und dann analysiert. 

Beispiel 1: Oxidation von Toluol und Derivaten davon mit Xylolmo- 
nooxygenase 



10 



15 



25 



30 



45 In den folgenden Versuchen wurden die Zellen jeweils bis zu einer 
Zelldichte von 0,09 g CDW/1 angezogen und routinemaAig mit 0,1% 
(V/V) n-Octan induziert. Dann wurden die Kulturen weitere 3 bis 
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3,5 Stunden inkubiert und bis auf eine Zelldichte von 0,23 bis 
0,27 g CDW/1 angezogen. 

Tabelle II zeigt, dass XMO Toluol zu Benzylalkohol, Benzylalkohol 
5 zu Benzaldehyd und Benzyldehyd zu Benzoesaure oxidiert. Fur die 
ersten zwei Oxidationsreaktionen wurden Aktivitaten bis zu 95-100 
U/g CDW festgestellt , wohingegen die Oxidation von Benzaldehyd 
mit einer niedrigen Aktivitat erfolgte, namlich nur 10 U/g CDW. 

10 Im Fall von Pseudocumol waren die Ergebnisse ahnlich. Pseudocumol 
wurde zu 3 , 4-Dimethylbenzylalkohol, 3, 4-Dimethylbenzylalkohol zu 
3, 4-Dimethylbenzaldehyd und 3, 4-Dimethylbenzaldehyd zu 3,4-Dime- 
thylbenzoesaure oxidiert. Fur die Oxidation von Pseudocumol wurde 
eine Aktivitat von 100 U/g CDW festgestellt, wohingegen 3,4-Dime- 

15 thylbenzaldehyd langsaxner mit einer Aktivitat von 50 U/g CDW ge- 
bildet und mit einer deutlich hoheren Aktivitat (55 U/g CDW) als 
Benzaldehyd zu 3 , 4-Dimethylbenzoesaure oxidiert wurde. 

Wenn die Sauren als Substrate zugegeben wurden, konnten keine Re- 
20 aktionsprodukte und auch keine Abnahme der Sauren nachgewiesen 
werden . 

Als Kontrollen dienten uninduzierte E. coli JM101, die das Plas- 
mid pSPZ3 enthielten, und induzierte E. coli JM101, die kein 

25 Plasmid enthielten. Urn jegliche Einfliisse des alk-Regulationssy- 
stems auf E. coli auszuschlieflen, wurden als zusatzliche Kontrol- 
len E. coli JM101, die das Plasmid pRS enthielten, verwendet. Das 
Plasmid pRS enthalt immer noch das alkS-Gen, aber nicht die xyl- 
Gene. Tabelle II zeigt, dass bei der Verwendung von Toluol, Pseu- 

30 documol und der entsprechenden Alkohole als Substrate keine Um- 
wandlungsprodukte in den Kontrollversuchen nachweisbar waren. 

Die folgende Tabelle III zeigt, dass trotzdem in diesem Versuch 
als Substrate zugegebene Aldehyde mit konstanter Aktivitat zu den 

35 Alkoholen reduziert wurden. Auch die Bildung von 3, 4-Dimethylben- 
zoesaure konnte festgestellt werden, aber mit einer sehr geringen 
Aktivitat von 2 bis 2,5 U/g CDW. Dies erlaubt den Schlufl, dass 
der Hauptteil der von induzierten E . coli JM101 (pSPZ3) (diese 
Abkurzung bedeutet hier, dass die Mikroorganismen das angegebene 

40 Plasmid enthalten) gebildeten Saure auf das Vorhandensein von XMO 
zuruckzufiihren ist. 

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass in Bezug auf die 
gebildeten Produkte und die Aktivitaten bzw. Bildungsgeschwindig- 
45 keiten zwischen dem routinemaJ3ig verwendeten Induktor 0,1% (V/V) 
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n-Octan und dem alternativ verwendeten Induktor 0,05% (V/V) DCPK 
keine signif ikanten Unterschiede festgestellt wurden. 

TABELLE II 

5 

Oxidation von Toluol und Derivaten durch XMO 



10 



Substrat 


Spezifische Aktivitat* [U g- 1 CDW] 




E. coli JM101 
(pSPZ3) 
induziert b 


E . coli JM101 
(pSPZ3) 
uninduziert 


E. coli JM101 
(pRS) 
induziert b 


Toluol 


100 


0 


0 


Benzylalkohol 


95 


0 


0 


Benzaldehyd 


10 


s.b. c 


s.b. c 


Pseudocumol 


100 


0 


0 


3 , 4-Dimethylbenzyl 
alkohol 


50 


0 


0 


3, 4-Dimethylbenz- 
aldehyd 


55 


s.b- c 


s.b. c 



a Der Assay zur Bestimmung der Aktivitat wurde wie oben be- 
schrieben durchgef iihrt . Die Einheit (U) ist wie oben defi- 
niert, und die spezifische Aktivitat wurde wie oben beschrie- 
ben berechnet. 



b Die Zellen wurden durch Zugabe von 0,1% (V/V) n-Octan indu- 
ziert . 

25 c s.b,, siehe unten (Tabelle III) 
TABELLE III 

Umwandlung von Aldehyden in den Kontrollversuchen 

30 



35 



40 





Spezifische Aktivitat* [U g" 1 CDW] 




Benzaldehyd als Substrat 


3 , 4-Dimethylbenzaldehyd 
als 
Substrat 


Art des ge- 
bildeten Pro- 
duktes 


E. coli JM101 
(pSPZ3) 
Uninduziert 


E. coli JM101 
(pRS) 
induziert b 


E. coli JM101 
(pSPZ3) 
uninduziert 


E. coli 
JM101 
(pRS) 
induziert b 


Alkoholbil- 
dung 


19 


15 


9,4 


8,3 


Saurebildung 


0,5 


0 


2,2 


2,4 



a, b vgl. Tabelle II 



Die in diesen Kontrollversuchen unter Verwendung von uninduzier- 
ten E . coli JM101 (pSPZ3) und induzierten E. coli JM101 (pRS) 
festgestellte Reduktion der Aldehyde zu den Alkoholen kann durch 
die Einwirkung von E . -coli-Alkohol-Dehydrogenasen erklart werden, 
die eine Reaktion katalysieren, deren Gleichgewicht aus thermody- 
namischen Griinden auf der Seite der Alkohole liegt. Die Riickbil- 
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dung von Benzylalkohol am Ende der Biotransformation von Toluol 
durch E . coli JM101 (pSPZ3) (vgl. Fig, 5A) kann ebenfalls den E.- 
coli-Dehydrogenasen zugeordnet werden, deren Aktivitat signifi- 
kant wird, weil die XMO-Aktivitat mit der Zeit abnimmt. 

5 

Beispiel 2; Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Oxidation ver- 
schiedener Substrate 

Der zeitliche Verlauf der Oxidation von Toluol, Pseudocumol, 
10 3, 4-Dimethylbenzylalkohol und 3 , 4-Dimethylbenzaldehyd ist in den 
Figuren 3 und4 dargstellt. Die Assays wurden wie oben beschrieben 
durchgefiihrt . Das jeweilige Substrat wurde jeweils zu einer Sus- 
pension der jeweiligen ruhenden Zellen in 50 mM Kaliumphosphat- 
Puffer, pH 7,4, der 1% (G/V) Glucose enthielt, gegeben. 

15 

Wenn Toluol oder Pseudocumol als Substrate zugegeben wurden, 
wurde eine auf einanderf olgende Bildung der entsprechenden Alko- 
hole, Aldehyde und Sauren festgestellt (Figuren 3A und 4A) . Wie 
auch in den Aktivitatsassays festgestellt, waren die Aktivitaten, 

20 mit denen Benzylalkohol, 3, 4-Dimethylbenzylalkohol und Benzalde- 
hyd gebildet wurden, hoch. Die Aktivitaten, mit denen 3, 4-Dime- 
thylbenzaldehyd und 3 , 4-Dimethylbenzoesaure gebildet wurden, wa- 
ren mittelhoch, und Benzoesaure bildete sich mit geringer Aktivi- 
tat. In den ersten 5 Minuten wurden aus den beiden Substraten 

25 Pseudocumol und Toluol mit einer spezifischen Aktivitat von 100 
U/g CDW (vgl, auch Tabelle II) die Produkte gebildet- Im Bereich 
zwischen der 5. und 10. Minuten wurde Benzaldehyd mit einer Akti- 
vitat von 80 U/g CDW gebildet, wahrend 3 , 4-Dimethylbenzaldehyd 
langsamer gebildet wurde (37 U/g CDW). Die Saurebildung begann 

30 nach dem vollstandigen Verbrauch von Toluol oder Pseudocumol, und 
zwar mit einer Aktivitat von 3,2 U/g bzw. 21 U/g CDW im Falle von 
Benzoesaure bzw. 3 , 4-Dimethylbenzoesaure im Bereich zwischen 10 
und 30 Minuten. Es blieb stets eine geringe Konzentration an Ben- 
zylalkohol ubrig. Zwischen 40 und 80 Minuten nahm die Konzentra- 

35 tion an Benzylalkohol wieder zu, wahrend die Konzentration an 

Benzaldehyd abnahm (Figur 3A) . Pseudocumol, 3 , 4-Dimethylbenzylal- 
kohol und 3, 4-Dimethylbenzaldehyd wurden vollstandig unter Bil- 
dung von 3, 4-Dimethylbenzoesaure verbraucht (Figur 4A) . 

40 Wenn 3, 4-Dimethylbenzylalkohol als Substrat zugegeben wurde, be- 
trug die Aktivitat, mit der 3, 4-Dimethylbenzaldehyd gebildet 
wurde, 50 U/g CDW (Tabelle II), wohingegen die Aktivitat, mit der 
3 , 4-Dimethylbenzoesaure gebildet wurde, 23 U/g CDW betrug, und 
zwar im Zeitraum zwischen 10 und 30 Minuten (Figur 4C). Wenn Ben- 

45 zylalkohol als Substrat verwendet wurde, betrug die Aktivitat, 
mit der Benzaldehyd gebildet wurde, 95 U/g CDW und die Aktivitat, 
mit der Benzoesaure gebildet wurde, konstant 2,9 U/g CDW (Ergeb- 
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nisse nicht gezeigt). In dem untersuchten Zeitraum wurde 3,4-Di- 
methylbenzylalkohol im Gegensatz zu Benzylalkohol vollstandig in 
die Saure umgewandelt . 

5 Wenn 3 , 4-Dimethylbenzaldehyd als Substrat zugegeben wurde (Figur 
4E) wurde 3 , 4-Dimethylbenzoesaure mit einer Aktivitat von 55 U/g 
CDW gebildet und war nach 20 Minuten bereits die vorherrschende 
Spezies. Wenn Benzaldehyd als Substrat verwendet wurde , wurde die 
langsame und konstante Bildung von Benzoesaure (3 U/g CDW) fest- 
10 gestellt (Ergebnisse nicht gezeigt). Hier betrug die Anfangsakti- 
vitat in den ersten 5 Minuten 10 U/g CDW (Tabelle II). 

Beispiel 3: Umwandlung von Toluol und Pseudocumol durch E . coli 
15 JM101 (pRMAB) . 

Diese Versuche sollten zur Klarung der Frage dienen, ob durch 
gleichzeitiges Vorhandensein von BADH und XMO die Aktivitat, mit 
der Aldehyd aus Toluol und Pseudocumol gebildet wird, zunimmt 
20 oder abnimmt. Da einige Alkohol-Dehydrogenasen eine Reaktion ka- 
talysieren, deren Gleichgewicht beim physiologischen pH-Wert auf 
der Seite des Alkohols liegt, konnte letztere Mbglichkeit durch- 
aus bestehen und folglich BADH die Aldehyd-Bildungsrate erniedri- 
gen. 

25 

Tatsachlich konnten im Vergleich mit E. coli JM101 (pSPZ3) deut- 
liche Unterschiede in der Biotransf ormationsaktivitat festge- 
stellt werden. Toluol wurde mit einer anfanglichen spezifischen 
Aktivitat von 87 U/g CDW in seine entsprechenden Oxidationspro- 
30 dukte umgewandelt. Die entsprechenden Aktivitaten fur Benzylalko- 
hol, Pseudocumol und 3 , 4-Dimethylbenzylalkohol betrugen 66, 7 3 
und 42 U/g CDW. Wenn BADH vorhanden ist, bewirkt dies also an- 
scheinend eine Erniedrigung der Biotransf ormationsaktivitat von 
rekombinanten E. coli MJ101 als Biokatalysatoren. 

35 

Wenn Toluol zugegeben wurde, bildeten sich nacheinander Benzylal- 
kohol, Benzaldehyd und Benzoesaure (Figur 3B) . Im Zeitraum zwi- 
schen der 5. und 10. Minute wurde Benzaldehyd mit einer Aktivitat 
von 34 U/g CDW gebildet, und die Saure wurde mit einer Aktivitat 
40 von 1 U/g CDW im Zeitraum zwischen 10 und 40 Minuten gebildet. 
Nach etwa 20 Minuten begann die Konzentration an Benzylalkohol 
wieder anzusteigen (vermutlich wegen des Einsetzens der Riickreak- 
tion). Nach 80 Minuten war nahezu kein Benzaldehyd mehr ubrig und 
es wurde nur eine sehr geringe Menge an Benzoesaure gebildet. 

45 
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Wenn Benzylalkohol als Substrat zugegeben wurde, ergaben sich 
sehr ahnliche Ergebnisse (nicht gezeigt). Wieder sank nach etwa 
20 Minuten wahrend der Bildung des Alkohols die Konzentration des 
Aldehyds. Somit verursacht die Einfuhrung des Gens xylB eine be- 
5 trachtliche Reduktion des Aldehyds zu Alkohol, was darauf hindeu- 
tet, dass die Bildung von Aldehyd durch zusatzliches BADH nicht 
gesteigert wird. 

Wenn Pseudocumol als Substrat zugegeben wurde, wurde wieder eine 
10 nacheinander erfolgende Bildung von 3, 4-Dimethylbenzylalkohol, 
3,4-Dimethylbenzaldehyd und 3, 4-Dimethylbenzoesaure festgestellt 
(Figur 4B). Im Zeitraum zwischen der 5. und 10. Minute wurde 
3,4-Dimethylbenzaldehyd mit einer Aktivitat von 15 U/g CDW gebil- 
det. Die Saure bildete sich im Zeitraum zwischen 30 und 40 Minu- 
15 ten mit etwa der gleichen Aktivitat (13 U/g CDW) . Nach der ra- 
schen Bildung des Alkohols blieb die Aldehyd-Konzentration 20 Mi- 
nuten lang relativ hoch. Trotzdem wurden am Ende der Reaktion der 
Alkohol und der Aldehyd vollstandig in die Saure umgewandelt. 

20 Wenn 3 , 4-Dimethylbenzylalkohol als Substrat zugegeben wurde, wur- 
den 3,4-Dimethylbenzaldehyd und 3, 4-Dimethylbenzoesaure gebildet 
(Figur 5B) . Im Zeitraum zwischen 20 und 30 Minuten wurde die 
Saure mit einer spezifischen Aktivitat von 8 U/g CDW gebildet. 
Die Aldehyd-Konzentration uberstieg nie die Alkohol-Konzentra- 

25 tion. Das langere Vorhandensein von 3 , 4-Dimethylbenzylalkohol 

zeigt, dass neben den Oxidationen wieder eine Reduktion von Alde- 
hyd zu Alkohol stattfindet, fur die BADH verantwortlich zu sein 
scheint. 

30 Beispiel 4: Wachstums-und Induktionskinetiken von E . coli JM101 
(pSPZ3) . 

Fur jeden Aktivitatspunkt wurde eine einzelne Kultur angezuchtet. 
Der Aktivitatsassay wurde wie oben beschrieben durchgef iihrt . Im 

35 Fall von Figur 5A wurde Pseudocumol (1,37 mM) zu einer Suspension 
ruhender E. coli JM101 (pSPZ3) (2,04-2,26 g l-i CDW) in 50 mM Ka- 
liumphosphat-Puffer, pH 7,4, der 1% (G/V) Glucose enthielt, gege- 
ben. Die spezifischen Aktivitaten wurden mit Hilfe der gaschroma- 
tographisch bestimmten Mengen der in den ersten 5 Minuten der Um- 

40 setzung gebildeten Produkte berechnet. Der Pfeil zeigt an, zu 

welchem Zeitpunkt 0,1% (V/V) n-Octan zur Induktion der xylMA-Syn- 
these zugegeben wurde. Die ausgefiillten Kreise bedeuten das Zell- 
trockengewicht (CDW) der uninduzierten Kulturen, die nicht ausge- 
fiillten Kreise das Zelltrockengewicht der induzierten Kulturen 

45 und die Kreuze die spezifischen Aktivitaten der induzierten Kul- 
turen. 
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Fig. 5(B) und (C) wurden wie Fig. 5(A) erhalten, mit dem Unter- 
schied, daJ3 die Zelldichte 2,26-2,44 g l" 1 CDW betrug. Fig- 5(B) 
zeigt die Auswirkungen unterschiedlicher Mengen an n-Octan und 
Fif . 5(C) die von DCPK. Die Kreise geben das Zelltrockengewicht 
5 3,5 Stunden nach der Induktion an und die Kreuze die spezifischen 
Aktivitaten der induzierten Kulturen. 

Die XMO-Aktivitat wurde nach der Induktion mit 0,1% (V/V) n-Octan 
(Fig. 5(A)) Oder 0,05% (V/V) DCPK verfolgt. Die XMO-Aktivitat 
10 wurde durch beide Verbindungen rasch induziert und erreichte nach 
3 bis 3,5 Stunden Induktionszeit eine konstante Starke von etwa 
115 bzw. 105 U/g CDW im Falle von n-Octan bzw. DCPK. Im Vergleich 
mit nicht induzierten Zellen waren die Wachstumsraten der indu- 
zierten Zellen deutlich geringer. 

15 

Die Abhangigkeit der XMO-Aktivitat von den Induktorkonzentratio- 
nen [im Bereich 0,00001- 1 % (V/V) ] wurde bestimmt, indem E. coli 
JM101 (pSPZ3) bis zu einer Konzentration von 0,09 g CDW pro Liter 
angezogen und die Zellen mit unterschiedlichen Mengen an n-Octan 

20 und DCPK induziert wurden. Nach weiteren 3,5 Stunden Anzuchten 
wurden fur jede Induktorkonzentration das Zelltrockengewicht und 
die XMO-Aktivitat bestimmt (Fig. 5 (B) und (C)). Es ergaben sich 
sehr niedrige XMO-Aktivitaten, wenn weniger als 0,0001% (V/V) 
n-Octan oder 0,001% (V/V) DCPK in das Kulturmedium gegeben wurde. 

25 Maximale Induktion wurde bei DCPK-Konzentrationen von 0,005 bis 
0,01% (V/V) und bei n-Octan-Konzentrationen zwischen 0,001 und 
0,004% (V/V) f estgestellt . Bei hoheren Induktorkonzentrationen 
blieb die XMO-Aktivitat konstant. Aufgrund des hohen Dampfdruckes 
von n-Octan wurden verschlossene Schlittelf laschen verwendet, wo- 

30 bei aber selbst dann nur ein Teil des n-Octans in dem waflrigen 
Medium gelost wird. Die Loslichkeit von n-Octan in destilliertem 
Wasser ist sehr niedrig und betragt 0,7 mg/1 oder 0,0001% (V/V). 

In den induktorkonzentrationsbereichen, in denen die Enzymaktivi- 
35 taten auf ihr Maximum anstiegen, nahmen die Zelldichten ab. Bei 
hoheren Konzentrationen an n-Octan blieb die Enzymaktivitat kon- 
stant. Hohere Konzentrationen an DCPK dagegen bewirkten eine wei- 
tere Abnahme der Zelldichten (Fig. 5 (B) und (C)). Auflerdem wurde 
der direkte Einflufi von unterschiedlichen induktorkonzentrationen 
40 auf das Wachstum von E. coli JM101 ohne Plasmid iiberpruft. Hohe 
Konzentrationen an n-Octan hatten keinen Einflufl auf das Zell- 
wachstum. Im Gegensatz dazu hatten Konzentrationen an DCPK ober- 
halb 0,01% (V/V) eine Erniedrigung der Wachstumsrate zur Folge. 
Bei einer DCPK-Konzentration von 0,5% (V/V) wurde 3,5 Stunden 
45 nach der Induktion lediglich ein Zelltrockengewicht von 0,073 g/1 
bestimmt. Hohe DCPK-Konzentrationen uben offenbar eine toxische 
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Wirkung auf die Zellen aus. Somit ist n-Octan der bessere Induk- 
tor . 

Zusammengef aJ3t laJ3t sich folgendes feststellen. Bei der stufen- 
5 weisen Oxidation von Toluol und Pseudocumol gibt es zwei signifi- 
kante Unterschiede, 3, 4-Dimethylbenzylalkohol wird langsamer oxi- 
diert als Benzylalkohol und 3 , 4-Dimethylbenzoesaure mit einer 
deutlich hoheren Aktivitat gebildet als Benzoesaure. Dies deutet 
darauf hin, dass die Variation von Substituenten auf die spezifi- 

10 schen Aktivitaten von XMO fur oxidierte Substrate (Alkohole, Al- 
dehyde) andere Auswirkungen zeigt als auf die spezifische Aktivi- 
tat fiir unoxidierte Substrate, wie Toluol und Pseudocumol/ fur 
welche XMO sehr ahnliche Aktivitaten aufweist. Ein weiteres wich- 
tiges Ergebnis ist, dass die Sauren solange nicht gebildet wer- 

15 den, bis das Toluol oder Pseudocumol mehr oder weniger vollstan- 
dig verbraucht sind. Falls dies generell so sein sollte, hat XMO 
eindeutig eine hohere Affinitat fiir Toluol und Pseudocumol als 
fiir die entsprechenden Aldehyde. Das Vorhandensein von BADH hat 
geringere Aktivitaten fiir die Produktbildung zur Folge und sogar 

20 die Riickbildung von Benzylalkohol. Die BADH enthaltenden Zellen 
akkumulieren die Aldehyde eindeutig langsamer. BADH scheint die 
Wirkung der E . -coli-Dehydrogenasen drastisch zu steigem, wobei 
das Gleichgewicht dieser Dehydrogenase-Reaktion auf der Seite des 
Alkohols zu liegen scheint. Dies wird durch thermodynamische Be- 

25 rechnungen nach im Stand der Technik bekannten Verfahren (26 bis 
29) und durch enzymkinetische Untersuchungen (16-18) bestatigt. 



30 



35 



40 



45 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung aromatischer Aldehyde und/oder Car- 
5 bonsauren der allgemeinen Formel I 

Ar-(CH 2 ) n -Ri (I) 

10 worin 

Ar flir einen gegebenenf alls ein- Oder mehrfach substituier- 
ten einkernigen aromatischen Ring steht; 

15 Ri flir eine Sauerstof f-haltige Gruppe -CHO oder -COOH steht; 

und 

n fur eine ganzzahligen Wert von 0 bis 15 steht, 

20 

dadurch gekennzeichnet, dai3 man 



a) in einem Kulturmedium, welches ein aromatisches Substrat 
25 der Formel II 

Ar-R 2 (II) 



30 



worm 



Ar die oben angegebenen Bedeutungen besitzt, und 
R 2 flir -CH=CH 2 oder -(CH 2 ) n +iR 3 steht, worin 
n wie oben angegeben definiert ist und 
R 3 fur H oder OH steht; 
35 oder f wenn R 1 fur -COOH steht, R 2 auch fur 

-(CH 2 ) n R 4 stehen kann, worin n wie oben angegeben de- 
finiert ist und R 4 fur -CHO steht; 



40 enthalt, einen Mikroorganismus kultiviert, der ein Enzym 

ausgewahlt unter Xylolmonoxygenase (XMO) und Alkanmonoo- 
xygenase (AMO) exprimiert; und 



b) die Verbindung(en) der Formel I aus dem Kulturmedium iso- 
45 liert. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 der 
XMO exprimierende Mikroorganismus im wesent lichen keine Ben- 
zylalkoholdehydrogenase (BADH) und/oder keine Benzaldehydde- 
hydrogenase (BZDH)-Aktivitat besitzt. 



3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da/3 der 
AMO exprimierende Mikroorganismus im wesentlichen keine Alka- 
noldehydrogenase und/oder Alkanaldehydrogenase ( AADH) -Aktivi- 
10 tat besitzt. 



4. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 man einen rekombinanten Mikroorganismus 
15 verwendet, welcher mit einem Expressionsvektor transf ormiert 

ist f der unter der genetischen Kontrolle des regulativen alk- 
Systems aus Pseudomonas oleovorans GPol die fur XMO kodieren- 
den Gene xylM und xylA, oder die fur AMO kodierende Gene 
alkB, alkG und alkT in operativer Verkniipfung enthalt- 



5- Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 der 
Mikroorganismus mit dem Expressionsplasmid pSPZ3 transfor- 
miert ist. 



25 



6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 der Mikroorganismus ein Bakterium der 
Gattung Escherichia ist. 



30 



35 



Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6 f dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 man die Enzymexpression durch Zugabe eines In- 
duktors zum Kulturmedium startet. 



8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 

gekennzeichnet, da/3 man eine Verbindung der Formel II, worin 

R 2 fur -CH=CH2/ -CH3 oder -CH2OH steht, mit einem Mikroorga- 

40 nismus umsetzt, welcher XMO-Aktivitat exprimiert. 



9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 man eine Verbindung der Formel II, worin R 2 fiar 
45 -(CH2) m -R 3 steht, worin R 3 wie oben definiert ist und m fur 

einen ganzahligen Wert von 6 bis 13 steht, mit einem Mikroor- 
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ganismus umsetzt, welcher AMO-Aktivitat exprimiert . 

10. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daft man 
5 Xylolmonoxygenase aus Pseudomonas putida mt-2 exprimiert. 

11. Rekombinanter Mikroorganismus , enthaltend einen Expressions- 
vektor, der unter der genetischen Kontrolle des alk-Regulati- 

10 onssystems aus Pseudomonas oleovorans GPol die fur XMO kodie- 

renden Gene xylM und xylA, oder die fiir AMO kodierende Gene 
alkB, alkG und alkT in operativer Verkniipfung enthalt. 

15 12. Mikroorgansimus nach Anspruch 11, ausgewahlt unter Bakterien 
der Gattung Escherichia und Pseudomonas. 



13. Mikroorganismus nach Anspruch 11 oder 12, transf ormiert mit 
20 dem Plasmid pSPZ3. 

14. Expressionskonstrukt, das unter der genetischen Kontrolle des 
regulativen alk-Systems aus Pseudomonas oleovorans GPol die 

25 fur XMO kodierenden Gene xylM und xylA, oder die fiir AMO 
kodierende Gene alkB f alkG und alkT in operativer Verknlipfung 
enthalt. 



30 15. Verwendung eines Mikroorganismus nach Anspruch 11 bis 13 oder 
eines Expressionskonstruktes nach Anspruch 14 zur mikrobiolo- 
gischen Herstellung aromatischer Verbindungen der allgemeinen 
Formel I . 

35 



40 



45 
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Fig. 6 



